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k57 Resumen:
Procedimiento de tintura de piel curtida al cromo
usando liposomas como vehculo dispersante.
Se utilizan liposomas multilamelares como vehculos
de colorantes dispersos en la tintura de piel curtida;
concretamente se reere a liposomas multilamela-
res constituidos por fosfatidilcolina de huevo conte-
niendo el colorantes dispersos de tipo antraquinonico
y azoico, en particular sus representantes C.I. Dis-
perse Violet 1 (A) y C.I. Disperse Orange 1 (B) a dis-
tintas concentraciones de colorante y phospholpido.
Este proceso conduce a un agotamiento controlado
del colorante sobre la piel curtida, directamente rela-
cionado con la proporcion relativa de ambos compo-
nentes en los liposomas. El optimo agotamiento de la
tintura se obtiene para unas proporciones en peso co-
lorante/fosfolpido de 0.24 y 0.28 para los colorantes
(A) y (B). Las muestras te~nidas presentan una dis-
tribucion regular de colorante sobre la supercie de
la piel, siendo dicha distribucion especialmente ho-
mogenea al utilizar los sistemas colorante/liposoma
correspondientes a las relaciones molares de maximo
agotamiento de colorante.
Venta de fascculos: Ocina Espa~nola de Patentes y Marcas. C/Panama, 1 { 28036 Madrid
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DESCRIPCION
Procedimiento de tintura de piel curtida al cromo con colorantes dispersos utilizando liposomas como
vehculo dispersante.
Campo de la tecnica
Procedimientos generales de tenido o impregnacion de piel curtida.
Introduccion
Los liposomas son sistemas vesiculares estructurados mediante componentes lipdicos que han sido
utilizados con gran exito como modelos de membranas biologicas y como sistemas de transporte y libe-
racion de substancias hidrofobicas e hidroflicas cuando se requiere un alto grado de proteccion de dichas
estructuras [D. Chapman, \Liposome Technology", Vol I, p. 1-19, Ed. G. Gregoriadis, (CRC. Press Inc.
Boca Raton Florida 1986); M.T. Patemostre, M. Roux, y J.L. Rigaud, Biochemistry, 27, (1988), 2668;
B. Almog, J. Litman, W. Wimley, J. Cohen, E.J. Wachtel, Y. Barenholz, A. Ben-Shaul y D. Lichtenberg,
Biochemistry, 29, (1990), 4582; D. Levy, A. Gulik, M. Seigneuret, y J.L. Rigaud, Biochemintry, 29,
(1990), 9480; T. Inoue, T. Yamahata, y R. Shimozawa, J. Colloid Interface Sci., 149, (1992), 345; A. de
la Maza, J.L. Parra, y J. Sanchez Leal, Langmuir, 8, (1992), 2422.].
A pesar de que los colorantes dispersos presentan una buena anidad por los soportes protenicos, su
uso el la tintura de piel curtida esta todava restringida. Los mayores problemas que presenta este tipo
de aplicacion son el te~nido irregular y en algunos casos, un escaso nivel de solidez de los colorantes. Un
factor importante es el hecho que los agentes dispersantes usados para dispersar este tipo de colorantes
presentan problemas de contaminacion para el medio ambiente dada su naturaleza de tensioactivos que en
algunos casos son toxicos o no biodegradables. La seleccion del colorante, las condiciones de tintura y la
utilizacion de agentes transportadores o \carriers" adecuados son medios muy importantes para prevenir
estos efectos negativos [J. Wang and H. Asnes, J.S.D.C., 107, (1992), 314].
Estado de la tecnica
Aunque la tecnologa de liposomas no se aplica actualmente en el campo de la curticion de la piel y
de su tintura, se han presentado en la actualidad una considerable variedad de innovaciones tecnologicas
usando los principios basicos del \targeting", difusion controlada y proteccion de productos sensibles,
principalmente en la tintura y acabado de bras textiles de naturaleza proteica tales como la lana [G.
Nelson, Rev. Prog. Coloration, 21, (1991), 72; A. de la Maza, J.L. Parra, y P. Bosch, Textile Res. J.,
61, (1991), 357; A. de la Maza and J.L. Parra, Textile Res. J., 63, (1993), 44; A. de la Maza, J.L. Parra,
P. Bosch and L. Coderch, Textile Res. J., 62, (1992), 406; A. de la Maza, J.L. Parra, A. Manich y L.
Coderch, J.S.D.C., 108, (1992), 540; A. de la Maza, J.L. Parra and A. Manich, Textile Res. J., 63,
(1993), 643; A. de la Maza and J.L. Parra, J.S.D.C., 110, (1994), 64; A. de la Maza and S.L. Parra,
Textile Res. J., 64, (1994), 255]. As, Barni y colaboradores [E. Barni, R. Carpignano, G. Di Modica, P.
Savarino, y G. Viscardi., J. Disper. Sci. Technol., 9, (1988), 75] proponen la utilizacion de tensioactivos
bicatenarios capaces de formar vesculas sinteticas en la tintura de poliester con colorantes dispersos, que
dieron lugar a tinturas con buena igualacion y adecuada migracion del colorante.
La utilizacion de fosfolpidos, parte integrante de las membranas de los liposomas, ha sido empleada en
los procesos de tincion, no como parte de liposomas, sino por sus propiedades tensioactivas por N. Ohba,
Y. Tabata y T. Nagatomi [Dye-leveling agent and dyeing method, Pat. europea EP 0373247 (15.12.88)],
que descrimen un metodo para te~nido de tejidos con un colorante reactivo, una substancia alcalina y un
agente de igualacion (leveling agent) el cual se escoge entre diversos fosfolpidos obtenidos de animales o
plantas o bien compuestos semejantes a ellos de una formula qumica determinada.
No se encuentra el la bibliografa la utilizacion de liposomas como medio para favorecer la tincion de
pieles previamente curtidas con colorantes insolubles.
Breve descripcion de la invencion
La presente invencion se reere a un nuevo metodo de tintura de piel previamente curtida al cromo
aplicable a colorantes dispersos correspondientes a las familias de los antraquinonicos y de los azoicos
utilizando liposomas de tipo multilamelar, constituidos por fosfatidilcolina, capaces de modular el agota-
miento de dichos colorantes sobre la piel.
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La inhibicion en el agotamiento del colorante obtenido, al aplicar estos sistemas sobre muestras de piel
curtida esta directamente relacionado con la concentracion total de fosfolpido utilizado y con la cantidad
total de colorante dispersado por dichas bicapas fosfolipdicas. El maximo agotamiento de colorante se
obtiene para una proporcion en peso de colorante/fosfolpido de 0.24 y 0.28 para cada uno de los colo-
rantes (A) y (B) estudiados que corresponde a la maxima ecacia de encapsulacion de cada sistema.
Descripcion detallada de la invencion
El procedimiento objeto de la presente invencion permite la incorporacion a la piel previamente cur-
tida al cromo de colorantes dispersos de tipo antraquinonico y azoico de baja solubilidad en agua, para
los que en la tincion por procedimientos convencionales es necesario emplear altas concentraciones de
asistente tensioactivo para poder ser dispersados. Dichos agentes dispersantes, por su naturaleza de ten-
sioactivos, presentan en algunos casos problemas de toxicidad respecto al medio ambiente o por su propia
naturaleza qumica o bien por el hecho de que no son biodegradables. Estos problemas desaparecen al
utilizar liposomas como agentes dispersantes dado que, por su naturaleza fosfolipdica, son compuestos
biocompatibles no contaminantes para el medio ambiente.
En esta invencion, tanto el colorante antraquinonico (A) como el colorante azoico (B) se incorpora
en liposomas multilamelares obtenidos por tecnicas convencionales empleando un fosfolpido del tipo que
puede ser el producto natural obtenido a partir de la yema de huevo. Se disuelve el fosfolpido y el colo-
rante en una mezcla de cloroformo metanol y se forma un lm de fosfolpido/colorante por evaporacion
del disolvente a bajo vaco (0.1 a 0.5 bar). Este lm se dispersa mediante agitacion en una solucion
acuosa de sulfato sodico (0.1 a 0.5 mM) acidulada con acido acetico a un pH entre 5 y 5.5. La dispersion,
tras su sonicacion se extruye a traves de un membrana de policarbonato de un tama~no de poro de 400
a 800 nm, quedando los liposomas as obtenidos listos para su utilizacion en la tintura de la piel.
Esta tintura se verica poniendo en contacto la piel previamente curtida al cromo con una suspension
de liposomas en un rango de concentraciones de fosfolpido comprendido entre 0.5 y 2.5 mM empleando
una relacion de ba~no comprendida entre 30:1 y 100:1. La tincion se realiza calentando lentamente la
mezcla (en un tiempo mnimo de 45 minutos) hasta alcanzar los 60C.
Ejemplo
Se utilizo piel curtida al cromo. Las muestras de piel curtida se lavaron previamente con agua puri-
cada por el sistema Milli-Ro, y se secaron a temperatura ambiente.
Los colorantes dispersos utilizados fueron el C.I. Disperse Violet 1 (A) y el Disperse Orange 1 (B),
suministrados por Merck S.A y Sigma S.A. respectivamente. Estos colorantes se seleccionaron como
representativos de los tipos de colorante antraquinonico y azoico, debido a sus muy bajas solubilidades
en agua (0.3 mg/l y 0.1 mg/l respectivamente a 25C), as como por precisar altas concentraciones de
asistente tensioactivo para ser dispersados (17 mg/l y 41 mg/l de solucion al 1% de sulfonato sodico de
p-oleil anisidina, Lissapol LS).
La fosfatidilcolina utilizada (PC), se purico a partir de lecitina de huevo (Merk), segun el metodo
descrito por Singleton [W.S. Singleton, M.S. Gray, M.L. Brown y J.L. White, J. Am. Oil Chem. Soc.,
42, (1965), 53], comprobandose su pureza por cromatografa en capa na (TLC).
Se utilizaron membranas de policarbonato de 400 y 800 nm y soportes para la extrusion de liposomas
de la rma Nucleopore (Pleasanton, C.A.).
El tensioactivo no ionico Triton X-100 (octil fenol con 10 unidades de oxido de etileno) y un porcentaje
de materia activa del 100%, estaba preparado por la empresa Tenneco Espa~na, S.A.
Preparacion de suspensiones de liposomas constituidos por vesculas multilamelares. Se prepararon lipo-
somas multilamelares (MLV) de tama~no denido, (400 nm) a diferentes concentraciones de fosfolpido
(desde 0.5 a 2.50 mmol/l) y de colorante (desde 0.25 a 1.0 mmol/l), siguiendo esencialmente el metodo
descrito por Bangham [A.D. Bangham, M.M. Standish y J.C. Watkins, J. Mol Biol, 13, (1965), 238]:
Se formo en un matraz un lm de fosfolpido/colorante, por eliminacion del disolvente organico en el
que estaban previamente disueltos (cloroformo/metanol 2:1), por evaporacion rotatoria en atmosfera de
nitrogeno a bajo vaco ( 0.5 bar). A continuacion, se a~nadio a dicho lm una fase acuosa conteniendo
sulfato sodico 5% y la cantidad necesaria acido acetico para obtener un valor de pH de 5.5. La solucion se
agito a n de liberar el sistema lpido/colorante de las paredes del matraz y as dispersar dichos agregados.
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A tal n, se a~nadieron al sistema bolas de cristal para facilitar dicha liberacion. Las dispersiones lechosas
resultantes se sometieron a agitacion con vortex durante 5 minutos y, posteriormente, se sonicaron du-
rante 15 minutos a 30C mediante una potencia de sonicacion de 75 w en un generador de ultrasonidos
Labsonic 1510 de B.Braun. Posteriormente, las suspensiones de liposomas fueron sometidas a extrusion
a traves de membranas de policarbonato de 800 y 400 nm hasta obtener una distribucion regular de
tama~no de partcula [F. Szoka, F. olson, T. Heath, W. Vail, E. Mayhew y D. Papahadjopoulos, Biochim.
Biophys. Acta, 601, (1980), 559]. Tras dicha preparacion, los liposomas resultantes se dejaron en reposo
durante 15 minutos a n de equilibrar sus estructuras y fueron inmediatamente empleados en los procesos
de tintura de la piel.
Procedimiento de Tintura. Las muestras de piel curtida se trataron con suspensiones de liposomas MLV
recientemente preparadas a diferentes proporciones de colorante y fosfolpido en un rango de concentra-
ciones de fosfolpido comprendidas entre 0.5 mmol/l y 2.5 mmol/l.
Los colorantes (A) y (B) se aplicaron a una concentracion comprendida entre 0.5% y 2.0% sobre peso
de piel (0.25 y 1.0 mmol/l), con un 5% de sulfato sodico, acido acetico hasta pH 5.5 y relacion de ba~no
60:1. La tintura se inicio a temperatura de 25C incrementandose a razon de 0.9C/min hasta alcanzar
60C. A continuacion las muestras te~nidas se lavaron con agua durante 10 min y se secaron a temperatura
ambiente. La tintura se realizo con un bombo de tintura de piel a nivel de laboratorio.
El agotamiento del ba~no se determino espectrofluorimetricamente utilizando en espectrofluormetro
UV-265FW Shimadzu. Para ello, alicuotas de liposomas se a~nadieron a una cubeta de cuarzo que con-
tena 2 ml de solucion acuosa del tensioactivo Triton X-100 (2% peso/volumen) suplementada con sulfato
sodico 5%. La interaccion entre el tensioactivo no ionico y las estructuras liposomicas condujo a la so-
lubilizacion de las vesculas fosfolipdicas por formacion de micelas mixtas [A. Helenius, y K. Simons,
Biochim. Biophys. Acta, 415, (1975), 29; D. Lichtenberg, J. Robson, y E.A. Dennis, Biochim. Biophys.
Acta, 737, (1983), 285], que transformaron dicha suspension en una solucion transparente.
Ecacia de encapsulacion de los liposomas multilamelares (MLV). La variacion de la cantidad total de
colorante C.I. Disperse Violet 1 (A) dispersado va liposomas MLV respecto a la concentracion de fos-
folpido el las bicapas, se indica en la Figura 1. Puede observarse que se establece una relacion lineal
entre ambos valores. La relacion en peso colorante/ fosfolpido K corresponde a la pendiente de la recta
indicada en cuyo coeciente de regresion r2 es igual a 0.992. A partir de esta recta, se obtuvo un valor
de K igual a 0.24 en el rango de concentraciones de fosfolpido estudiadas. Similares estudios realizados
con el colorante C.I. Disperse Orange 1 dieron como resultado un valor de K de 0.28 y un coeciente de
regresion r2 de la recta de 0.994.
Estabilidad de las suspensiones de liposomas. El estado de agregacion de las suspensiones de liposomas
durante el proceso de tintura, se determino midiendo las variaciones de la distribucion media del tama~no
de las vesculas, utilizando el metodo de quasi-elastic light scattering [C.S. Chong y K. Colbow, Biochim.
Biophys. Acta, 436, (1976), 260.]. Los resultados obtenidos para suspensiones de liposomas conteniendo
el colorante (A) a un valor de K de 0.24 y a concentraciones de fosfolpido comprendidas entre 0.5 y 2.5
mmol/l, se indican en la Tabla 1. Puede observarse, que se produce un ligero incremento en la distribucion
media de tama~nos de vesculas durante la tintura, manteniendose despues de las tinturas unos ndices de
polidispersidad inferiores a 0.15.
Este incremento fue ligeramente mas acusado para los liposomas que contenan bajas concentraciones
de fosfolpido. Transcurridas 24 horas de su preparacion, el tama~no medio de las vesculas se mantuvo
alrededor de 400 nm con unos ndices de polidispersidad inferiores a 0.22.
Similares resultados en cuanto a agregacion fueron obtenidos para el colorante azoico (B) utilizando el
mismo rango de concentraciones de fosfolpido y para un valor de K de 0.28.
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TABLA I
Concentracion de fosfolpido
Tama~no medio de la partcula Indice de polidispersidad
Tiempo
min 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
0 402 400 400 398 397 0.091 0.089 0.087 0.087 0.086
5 401 400 398 397 396 0.093 0.089 0.085 0.082 0.084
10 401 399 399 396 395 0.094 0.088 0.086 0.084 0.086
15 398 397 396 393 392 0.118 0.114 0.112 0.099 0.099
30 405 399 398 396 395 0.123 0.120 0.119 0.105 0.104
45 412 410 408 403 400 0.127 0.125 0.123 0.110 0.109
60 419 418 415 410 404 0.130 0.128 0.126 0.120 0.118
75 423 420 418 415 409 0.134 0.133 0.128 0.124 0.120
90 425 423 422 419 415 0.142 0.138 0.129 0.125 0.123
105 427 426 424 422 417 0.144 0.142 0.136 0.132 0.130
120 428 427 425 423 419 0.148 0.146 0.141 0.134 0.135
Cinetica de tintura. En lneas generales, el incremento observado en la inhibicion del agotamiento del
colorante sobre la piel curtida en las primeras etapas de la tintura puede considerarse como un efecto de
interes, especialmente a lo que se reere a la igualacion nal de la tintura, al evitar una excesiva migracion
inicial del colorante a la supercie de la piel, que promovera un efecto de barrado de la tintura.
Descripcion de las guras
Figura 1. Cantidad maxima de colorante dispersado respecto a la concentracion de fosfolpido en lipo-
somas.
Ordenadas: Colorante dispersado, mg
Abscisas: Fosfolpido, mg
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de tintura de piel curtida al cromo utilizando liposomas como vehculo dispersante
de colorantes dispersos, en el que la tintura de piel curtida se realiza con colorantes dispersos corres-
pondientes a las familias de los antraquinonicos y de los azoicos, caracterizado por la utilizacion de
liposomas de tipo multilamelar, constituidos por fosfatidilcolina, capaces de modular el agotamiento de
dichos colorantes sobre la piel curtida.
2. Procedimiento de tintura de piel curtida al cromo utilizando liposomas como vehculo dispersante,
segun la reivindicacion 1, caracterizada porque el maximo agotamiento de colorante se obtiene para una
relacion el peso colorante/fosfolpido respectivamente de 0.24 y de 0.28 para los colorantes antraquinonico
y azoico estudiados.
3. Procedimiento de tintura de piel curtida al cromo utilizando liposomas como vehculo dispersante,
segun las reivindicaciones 1 y 2, caracterizada porque la aplicacion de estos sistemas colorante/liposomas
sobre muestras de piel previamente curtida presenta una mayor inhibicion en el agotamiento del colorante
en la primera fase de la tintura.
4. Procedimiento de tintura de piel curtida al cromo utilizando liposomas como vehculo dispersante,
segun las reivindicaciones 1, 2, y 3 caracterizada porque la aplicacion de phospholipidos como agentes
dispersantes de estos colorantes antraquinonico y azoico va sistemas colorante/liposoma presenta una
mejora en cuanto a que tales compuestos son substancias no contaminantes del medio ambiente.
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